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中文摘要
根癌农杆菌介导的生防真菌淡紫拟青霉 
(Paecilomyces lilacinus) 的遗传转化研究 
中文摘要
淡紫拟青霉(Paecibmyces lilacinus (Thom.) Samson 1974)作为根结线虫 
{Meloidogyne spp.)>胞囊线虫CffetovVfera spp.)等植物病原线虫的有效寄生菌，被 
认为是最有前途的植物病原线虫的生防真菌之一。至今，全球已有 6 0 多个国家 
开展了将淡紫拟青霉应用于防治植物病原线虫的研究和实践。但在淡紫拟青霉的 
遗传背景及其控害的作用机制等方面，目前仍了解甚少。丝状真菌遗传转化系统 
的建立，为人们从分子水平了解真菌的遗传背景和进一步的菌株改造提供一个强 
有力的工具。
本研究釆用根癌农杆菌介导的遗传转化（A T M T )法建立了淡紫拟青霉 (P 
lilacinus)94\0菌株的高效的遗传转化体系；在此基础上，成功实现了透明颤菌 
{Vitreoscilla sp.)血红蛋白 vgb基因、来自淡紫拟青霉9410菌株的丝氨酸蛋白酶成 
熟 肽 m SP基 因 cDNA和增强型绿色荧光蛋白 egfp基因对淡紫拟青霉9410菌株 
的遗传转化；以 wpdl基因为分子标记，初步建立了土壤中的转化子的PCR定性 
检测方法。
在中间质粒pcDNA3.1(-)的辅助下，分别构建了邮 I I、mSP、vgZ?pl和叹 ^  
基因的遗传转化载体pUPNT、pUPNST、pUPNVT和 pUPNGT。以 G418抗性基 
因为筛选标记，釆用ATMT法实现了这些基因对淡紫拟青霉9410菌株的遗传转 
化。PCR检测和Southem-blot分析证实，n p tll、mSP、vg6pl和 eg步基因均成功 
整合到淡紫拟青霉9410菌株的基因组中，且所分析的转化子均是以单拷贝、随 
机的方式整合到基因组中的。实验结果表明，获得的叩丨I I、mSP、vg6pl和 eGFP
转化子的遗传稳定性好、形态正常。
半定量 RT-PCR分析证实， 基因在 mRNA水平获得了过量表达。 mSP 
转化子的蛋白酶活性比原始菌株显著增强;对南方根结线虫卵粒的寄生能力得到 
了显著提高：与原始菌株相比，转化子 mSP8和 m SP16的孢子悬液处理组的相 
对寄生率提高了  15.04〜18.62% , 菌丝处理组的相对寄生率提高了  14.92〜16.87% 。 
RT-PCR分析证实，转化子的 vgZ>pl基因在 mRNA水平得到表达。C O结合试验 
证 实 ， 基因已成功在转化子vgb l5和 1 7中表达出有生物活性的VHb蛋白。
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